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胃 ． 大腸癌に お け る ヒ ト胎盤 塾 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ くpla c e ntal alkalin e pho sphata se，
P L A PI の 発現に つ い て明 らか に す る目的 で ， ハ イ ブ リ ド ー マ 技法を用 い て ， P L A Pに 対する 単 ク ロ ー
ン抗体 を開発 した ． P L A Pの み に 反 応 す る 4種類 の特異型 抗体 tAlOく抑， A l Oく501， A lOく6軋 A 11
く王朝1 と肝 ． 小腸 ． 胎盤の 3 つ の ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼア イ ソ ザイ ム に 同等 に 反 応 す る 2種類くG 6
く20ナ， G 8く5711の共通型抗体 が得 ら れ た ． 特異塾の アイ ソ タイ プは ， lgGl， X ty pe で あり ． 共通型 の それ
は ， IgM ， X ty pe で あ っ た ． こ れ らの 単ク ロ ー ン抗体 の エ ピ ト ー プ は い ずれ もペ ブタイ ドで あ ると 考 え
ら れ たが ． P L A Pの 活性中心 に 対 して影響 を与 えな か っ た ． 特異 型 単 ク ロ ー ン 抗体 A 10uOl を用 い
て ， 胃癌107例 ， 大腸癌35例の 手術材料 を主な る 対象に ， A B C法 に よ り ， P L A Pの 免疫組織化学的検討
を行 な フた ． P L A P の陽性率は ． 大腸癌 で11％く4ノ3軋 胃癌で は23％く25ル叩 で あり ， 胃癌の 病理 組織
型別で は ， 乳頭 腺癌46％く6ハ3I， 高分化型管状腺病39％く7ハ81， 申分化型 管状腹痛15％く4ノ27I， 低分化
型管状腺病15％く5ノ331， 膠様腺病38％く3佃 ， 印環細胞癌 0％く0何 と高分化型で高い 陽性率を認め た ．
一 方 ， 胃腺腫 ， 腸 上皮化生部 ， 癌近傍非癌部に は ， 明 らか な 染色 は認 め ら れ な か っ た ． 以 上 の 成硬 か
ら ． P L A Pは胃癌の高分化型 に 出現 しや すく ， 消化管の 癌 で は ， 癌特異性 の 高 い も の と考 えら れ る ．
Key w o rds plac e ntal alkalin e phosphatas e， m O n O Clo n al a ntibody，
im m u n ohisto che mistry， ga Stric c a n c er， C Olorectal c ancer
ヒ ト胎盤 型 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ くpla c e ntal
al kalin epho sphata s e， P L A Pン が腫 瘍 マ ー カ ー と して
注目さ れ る よ う に な っ た の は
，
1 9 68 年に Fishm a n
ら
1，に よ り ， 肺癌患者の血清中に P L A P を検出 し ， 剖
検時の肺癌組織で も 高濃度に P L AP の 存在 す る こ と
が見出され てか らで あ る ． 以後 ， 本酵素 は代表的な癌
性アイ ソ ザイ ム の 一 つ と し て 内外 で 多く の 研究が な さ
れ
，
O n C Ode v elopm e ntalge n e e xpr e ssio nの 産物と し
て考えられ るよ う に な っ た ． そ して ， 卵巣癌や 精巣癌
などに 強く 発 現 す る こ と よ り ， 臨床的 に は主 に 婦人 科
や泌尿器科領域で腫 瘍 マ ー カ ー と して の 有用 性が評価
さ れ て い る ．
消化 器領域 の 癌患者血清 で の 電気泳 動 法 に よ る
P L A Pの 発現 は数％ で
，
その 臨床的意義 は乏 しい と さ
れ て き た2，． 一 方 ， 胃粘膜 の 腸上 皮化生 は ， 胃癌 の 前癌
状態 で はな い か と い う こ とは ， か な り以 前よ り指摘 さ
れ てき た が ， 今な お 議論の 多い と こ ろ で あ る ． 山 般 に
腸上 皮化生 を起 こ し た 胃粘膜 に は ， ア ル カ リ フ ォ ス
フ ァ タ ー ゼ くalkaline pho sphatas e， A L PH 唐性の 高く
なる こ と が知 ら れ て い るが ， そ の 活性 は小腸型ア ル カ
リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ くinte stin al alkalin e pho shpata －
Se， I A Pナ に 由来 し ， 腸上 皮化生の 癌化 に 伴 い O n C O－
A bbre viatio n s ニA BC， aVidin－biotin－perOXidas ei A L P， alkalin epho sphata seニ B S A， bovin e
Seru m albu minニ cD N A， C O mple m e nta ry de o xyribo n ucleic a cid三 CE A， C a r Cin o e mbryonic
antige nニ D M E M， Dulbe cc o
，
s m odified Eagle m ediu m三 EIA， e n Zym e im m u n o ass ay 三
ELIS A， e n Zym e－1inkedim m u n o s orbe nt as s ay 三H A T， hy po x a nthin e－ a min opterin －th ymidineニ
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de v elopm entalge n e e xpr es sio n に よ り
A L Pの 形質
転換が起 こ り ， P L AP な どの 癌性ア イ ソ ザイ ム の 発現
して く る こ とが 想定さ れ る － し か し ， こ の よ う な 問題
に 対 して ， P L A Pに 注目 して な さ れ た 研究は電気泳動
法で検討さ れ た M iki ら
別 の も のが あ る の み で I 免疫
組織化学的 ある い は定量的 に な さ れ た ア プ ロ
ー チ は 内
外 を通 じて み ら れ な い ． こ れ は ， ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗体
で は ， 工AP と交差免疫反応 を有 す る 抗 P L A P抗体 し
か得 ら れず ， P L A P の みに 反応 す る特異 な抗体 を得 る
こ と が 不可能 で あ っ た こ と に よ る と 思わ れ る ■
そ こ で ， 本研究で は ， P L AP の み に 反応す る特異 な
単 ク ロ ー ン 抗体 を確立し ， こ の 抗体 を用 い て － 胃， 結
腸 ． 直腸癌 に お い て 免疫組織化学的検討 を行な い － 消
化管癌 に お けるP L A P の発現 に つ い て 明 ら か に し よ




P IJA Pの 精製
1 ． P L A P の抽出
分娩時 に 回 収し た ， ヒ ト胎盤組織 を直 ち に 生理 食塩
水を 用 い て 十分 に 洗浄 し， 血液成分 を除去 し た 一 洗浄
後 ， こ の 胎 盤組織 に 同容横 の 生 理 食塩水 を加 え ，
15，00rpm ， 5 分間の処理 に よ り作製 した ホ
モ ジ ネ ー
トに ， M oto n法
4
切 変法 に 従い ， ブ タ ノ ー ル く和光純薬
工業 ， 大阪1を25％くV 仰 に 追加 した ． こ れ に 超音波
破砕処理 を 行な っ た後 ， 4
0
C で1 2時間の 摸拝 を行な っ
た ． つ い で6，000g ， 4
0
C ， 30分 間の冷却遠心機 に て ， ブ
タ ノ ー ル に より 抽出さ れ た細胞膜成分 を含 む上 清 を回
収 した ．
2 ． 加熱処理 と ア セ ト ン 処理
耐熱性で あ る P L A P の性質 に 基づ い て ， 56
O
C， 30分
間の 加熱処理 を行な い ， 不耐熱性物質を失漬 さ せ た
．




Cの 条件下 で ， ア セ ト ン を40％くVノVl に な る ま で
ゅ っ く り と攫拝 し な が ら 加 え て ， ア セ ト ン 分画 を行
な っ た ． 続 い て ． 3，000g， 4
．
C ， 2 0分間の冷却遠心 に
て得 られ た沈漆 を 回収 した ■ こ れ を ， 2m M 塩 化
マ グ
ネ シ ウム お よ び 1 月 M 硫酸亜鉛 を含 む0．01 M ト リス 塩
酸緩衝液くp王i 7．01くトリ ス 緩衝掛 に 溶解さ せ ， 次 の イ
オ ン 交換 用緩衝液 に て ， 十 分脱塩 した ■
3 ． イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー
辺
こ の試料 を D E A E－Sepha r o s eFa st Flo w Colu m n
くP ha r m a cia ， Up pu sala，Sw ede nlを用 い て0．01M トリ
ス 緩衝液くpH7．01 中で ． O M か ら0－3M まで の 塩化ナ
ト リ ウ ム の リ ニ ア グ ラ ジ エ ン ト に よ り ， イ オ ン交換ク
ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 な い ， 溶出 され た 有情性分画を
回 収 した ， こ の 分画 を十分脱塩後 ， さ ら に ． 高速液体
ク ロ マ ト グラ フ ィ ー 装置 くH ighPe rfor manc eLiquid
C hr o m atogr aphy． H P L CHP ha rm a cialの シ ス テム の
下 で
，
M o n o－Q H R 515 Colu mnくPha r m a cialを用い
て ， D E A E
．Sepha r o s eFa st Flo w の 場合 と 同 じ条件
で ， イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー を2 回線 り返 して
行 な い ， P L A P を分離精製 した ．
王工 ． 小腸 型 ， 非特異 型 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼの
精製
心不全 で 死亡 した 剖検例よ り得 られ た 成人 正常小腸
組織 と ． 肺 炎で 死亡 し た剖検例 よ り得 られ た 正常肝臓
組織 を材料に 用 い て ， 小腸型くI A Plお よ び非特異型で
あ る 肝型 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ くu n specific
alkalin epho sphata s e， U A Plの精製 を行 な っ た 一 方法
は ， 両 者と も加熱処理 を除 い て ， 他 は同様な ス テ ッ プ
に よ り 精製 を行 な っ た ．
H L P L A P単ク ロ ー ン 抗体 の 作製
1 ． マ ウ ス へ の 免疫
生後 6遇 の 雌 BA L BIc マ ウ ス に 精製 し た P L A P
20叫 g づ つ 2週間お き に 3 回腹腔内免疫 し ， そ の 4
週間後 に ， ブ ス タ ー 注射と して ， 20伸 g を追加免疫し
た ． そ れ か ら 4 日目 に マ ウ ス を屠殺 し ， 無菌的に肺細
胞 を摘出 し ， 単細胞懸濁液 を作製 した ■
2 ． 細胞融合法
51
S P－210．Ag14マ ウ ス 骨髄腫細胞 と マ ウス 脾細胞は，
別 々 に ダ ル ベ ツ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 くDulbec c o
，
s
m odified Eagle m ediu m， D ME Ml くGibc o Lab－ ，
U．S．A ．1 と10％ ウシ 胎児血清 くGibc o Lab．1 に て洗浄
し
，
1 こ 5の 比 率 で 混 合 した ． 1 ．00 0rp町 5 分間遠心
後 ， 上 浦 を除去 し ， 沈漆 を再懸濁液と した ■ 次い で ，
0 ．0 5 M リン 酸 緩衝 液 くpho sphate buffe r ed s alin e，
P B SHpH 7．21 を溶媒 と し た5 0％ポ リ エ チ レ ングリ
コ ー ル くpolyethyle n eglyc ol， P EGJ 4，000くM erck，
W e st Ger m a nyH3 7
0
C僻 削 を 1ml加 え ． 2 分間ゆっ
く り と渡拝 す る こ と に よ り細胞融合 を行な っ た ． その
後 ， 前述 と 同様 な遠心 に て 上 清 を 除去後 ， 25ml
の
a ntibody iP A G E， pOlyac rylamide
gel electr ophor esis言 P B S， pho sphate
－buffer ed s alin ei P E G， pOlyethyle n eglyc olニ P L
A P，
pla c ental alkaline pho sphata se三 S D S， S Odiu
m dodesyl s ulfatei U A P， u n Spe Cific a
lkaline
phosphata se
I A P， intestin al alkaline pho sphata sei M A b， m O n O
Clo n al
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D ME M を加え て捜拝 し， 同様な操作 を繰 り返 し て 可
及的に P E G 4，000 を除い た ． それ か ら ． hy po x a nth．
ine－ a min opterin －thymi dineくHA Tl培養液く和光純薬
工鼎 を 90ml を加 えて 静か に 擾拝 く1xlO
6牌 細胞ノ
mり 後， 30分間静置 した ． 一 方 ， 生後 4週 の B A L Bノ
c マ ウス よ り胸腺 を無菌的に 摘出し ， 胸腺細胞1．5X
lO
8個を回 収 し， 細胞浮遊液 に 追加 した ． こ れ を ， 96
ウ ェ ル 平 底組織培養 プ レ ー ト くBe cto n Dickin s o n，





C， 5 ％ C O2イ ン キ ュ ベ ー タ ー に て 培養 を 行
なっ た ． 2 日後 ， 選択的 H A T培養液 を 50ノバ づ つ 各
ウ ェ ル に追加 し ， 以 後 ， 2 ノ ー 3日 ご と に 半容量 交換 を
行な っ た ．
3 ． ハ イ ブ リ ド ー マ の 選択と 限界希釈法
96 ウェ ル ビ ニ ー ル ア ツ セ イ プ レ ー ト くCo sta r，
Ca mbridge， U ．S．A ．ン に ， あ らか じめ精製 し た P L AP，
王A P， ロA P を抗原 と して固相化 し， 各 ウ ェ ル か ら培養
上清に 含ま れ る抗体 を反応さ せ て ， 後述 す る酵素免疫
測定法くen zym eim m u n o a ss ay， EIAいこ て吸光度 を測
定した ． 次 い で ， 限界希釈法に よ る ク ロ ー ニ ン グ を繰
り返して ハ イ ブ リ ド ー マ を選択 した ．
4 ． 選択 した ハ イ ブ リ ド ー マ の培養
そ の後， 選択 した ク ロ ー ン を順次24 ウェ ル 組織培養
プレ ー ト くBe cto n Dickin s o nl な ら び に 25ml組織培
養フ ラス コ くBe cton Dickin s o nJ に 移 して増殖さ せ ，
さら に ， あ ら か じ め プ リ ス タ．
ン くAldrich C he mic al，
U．S．A ．ン を腹腔内に 投与 して い た B A L BIc マ ウ ス 腹
腔内に ， 選 択 した ク ロ ー ン を注入 し ， 増殖 させ て ， 10
日目に 腹水 を 回収 した ． 次 い で ， こ の腹水 を M o n o－Q
H R 51 Colu m n を用 い て 前述 と 同様 な緩衝液 の 下
で
，
O M から0．3 M まで の 塩化ナ トリ ウ ム の リ ニ ア グ
ラ ジエ ン トに よ るイ オ ン 交換ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を行
ない ， 抗体 の 活 性分画 を 回収 し た ． 必 要 な ク ロ ー ン
は
， 液体窒素中に 保存 した ．
N ． E IA
l ． 抗原 プ レ ー トの 作製
精製 した 抗原 くP L A P で は5JL glml， U A Pと ，
I A P では10JL gJ
l
mり を96 ウェ ル ビ ニ ー ル ア ツ セ イ プ
レ ー トくCo sta rJ に ウ ェ ル ごと に 50JLl づつ 分 注し た ．
4
0
C， 12時 間固定 し ， 0．05％ Tw e en20く半井化学 ，京
執 を含 む0．05 M P B SくpH 7．4ンに て 3 回洗浄 した ． 次
い で ， 1 ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン くbo vine s erum
al bu min ， B S AHSigm a，St．Lo uis， U．S．A ．1と0．05％窒
化ナ トリ ウム く和光純薬 工勤 を含有 した0．05 M P B S
くpH7．41 を ウ ェ ル ご と に 150月1 づつ 分注し ， 4
0
C ， 1
時間固定後 ， 使用 時 ま で－200Cに て保存 し た ．
2 ． EI Aの 手順
EIA施行時 に は ， プ レ ー ト を室温 に 戻し ， 1回 洗浄
後 ， 培養上 清く一 次抗体1 を ウ ェ ル ごと に 50ノバ づ つ 分
注 し ． 370C， 1時間反応 させ た ． 3回 洗浄後 ， 二 次抗
体 の ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 結 合抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン
くDako， Cope nhagen， Den m a rkl を0．5％ B S A を含有
した0．05 M P B SくpH 7．4いこよ り1，00 0倍 希釈 く2
メ gノmり した 後 ， ウ ェ ル ごと に 50ノバ づ つ 分注 し ， 37
0
C， 1時間反 応さ せ た ． さ ら に ， 3 回洗浄後 ， ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼの 反 応基質で ある オル ソ フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ
ン く和光純薬工 業1 を0．1 M クエ ン 酸－0． 2 M P B S
くpH 4．8J に て 1mglml と し ， さ ら に ， 0．015％過酸化
水素水と なる よ う に 調整 し た反 応基質液 を， 20毎 1 づ
つ ウ ェ ル ごと に 分注 し， 室温 に て30分間反応後 ， 2 M
水酸化 ナ トリ ウム に よ り反 応 を停止 させ た ． 次 い で ，
EIA R E A D E RくM odel F L307， 東洋紡 ， 大阪Iを用 い
て ． 吸光度 405n m に て 測定 した ．
V ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 くW este r nblot 法 即 ン
ス ラ ブ ゲル 電気泳動装置 K S－8000 S E型くマ リ ソ ル
産業 ， 東京I を用 い て ， 精製 した P L A Pを ゲ ル 濃度
10％の S Odiu m dode syls ulfateくS DSJ－ ポリ ア ク リ ル ア
ミ ド ス ラ ブゲ ル に て 100V の定電圧下で電気泳動 を行
な い ， ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー が ゲ ル 下端に まで 泳動
され た 時点で電源 を止 め て ， ゲル を取 り出し た ． 続い
て
，
ゲ ル メ ン ブ ラ ン 転写装置装置 K S．840 G M T型
くマ リ ソ ル1 を用 い て ， 35V の定電圧下 で20時間通電
し ， ポリ アク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス 膜 くSchleicher 8z Schull， Da s sel， We st
Ge r m a nyいこ転写 した ． 酵素免疫染色用 に は ， こ の蛋
白 を転写さ れ た こ ト ロ セ ル ロ ー ス膜 に 一 次抗体 と し て
抗 P L A P抗体特異型 A lOく101 くマ ウ ス 腹水精製抗体
10，000倍希釈ナ を反応 させ ， 続い て 二 次抗体 と し て ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス IgG 抗 体
の akol を反 応 させ た 後 ， 0．02％ ジア ミ ノ ベ ン チ ヂ ン
くSigm aI に て 5 分間反応 を行 な っ て発 色さ せ た ． ま
た ， ア ミ ド ブ ラ ッ ク 10 Bく和光純薬工 業1に よ り蛋 白を
染色し た ．
VI． 免疫組織化学的検討
1 ． 対象と 方法
対象 に は ， 悪 性疾患と し て
， 胃癌10 7例 ， 結腸 癌2 2
例 ， 直腸癌13例の 計142例 の 手術材料を 用 い た ． ま た ，
良性疾患と して ， 胃腺腫15例
，
化生部20例の 生検 なら
び に ス ト リ ッ プ バ イ オ プ シ ー の 材料 を 用 い た ， さ ら
に ， 陽性対照 用 に 分娩時に 得 た胎盤 を用 い た ， こ れ ら
を10％ ホ ル マ リ ン緩衝液くpH 6．01で固定後 ， ヒ ス トプ
レ ツ プ568く和光純薬工業I を用 い て ， 62
0
Cの パ ラ フ イ
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ン 自動包埋装置 に よ り パ ラ フ ィ ン 切 片く4ノJ ml を作
製 した ． ま た ， 胃癌症例 の 一 部 と 胎盤 で は ， 同時に 新
鮮凍結切片 を作製 し． 以後 の 染 色に 使用 した ．
2 ． 免疫組織染色法
切片を脱 パ ラ フ ィ ン 後 ， 0 ．3％過酸化水素 ． メ タ
ノ ー ル 溶液 に30分間浸 し ， 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ阻
止 を行 な い ， 0．05 M ト リス 緩衝液くpH7．引 に て10分間
ごと 2 回 の洗浄 を充分 に 行 な っ た ． 以 下 ． V E C T A－
S T A I N A B C キッ ト くVector Labs， Califo rnia，
U ．S．A ．1 を用 い た ア ヴィ ヂ ン ビオ ナ ン ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 複 合 体 法 くa vidin ．biotin －pe r O Xida s e c o mple x
m ethod， A B Cm ethodいこて 染色 を行 な っ た ． す なわ
ち ， 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ阻止 後 ， 切 片 に ウ マ 正 常
血 清 を2 0分間反応さ せ た 後 ， 0 ．0 5 M ト リス 緩 衝液
くpH 7．引 で 5分間 ごと に 3 回 で充分に 洗浄 し， 非特異
的抗体 を除去 し た ． 次 に ， P L A P抗体 特異塾 A lO
く1 01 く培養上清10倍希釈1 を 4
凸
C で12時間反応 させ た0
同様 に 充分 に 洗浄後 ， ビ オナ ン 化抗 マ ウ ス IgG ウマ 抗
体 を30分間反応 させ ． 同様 に 洗浄 し ， ア ヴ ィ ヂ ン ビ オ
チ ン複合体 を45分間反応さ せ た ． 充分 に 洗浄後 ， 発色
剤と して ． 0 ．005％過酸化水素 を含 む0．0 2％ ジ ア ミ ノ
ベ ン チ ヂ ン を 5 分間反応 させ た ． ま た ， カ ウ ン タ ー 染
色 と して へ マ ト キ シ リ ン を使 用 した ．
コ ン ト ロ ー ル 用 と して
，
単ク ロ ー ン 抗体の 代わ りに
正 常 マ ウ ス IgG を 用い た り ， 精製 し た P L A P抗原と
4
Q
C， 12時間 の反応 に て 吸収さ れ た後 の単 ク ロ ー ン 抗
体 を 用 い た ．
3 ． 免疫組織染色 の判定
P L A P免疫組織学的反応は ， 切片上 の 腫瘍部位 に み
られ る 染色の 範囲に よ り ， 染色が み られ な い も の こ 一
腰瘍部 の1ノ3未満 に 染色が み られ る もの こ ＋ ， 腫瘍部の
1ノ3へ 2ノ3に 染色が み ら れ るも の こ れ 腫瘍部の2ノ3以上
に 染色 が み られ るも の こ 冊 と判定 し ， 比較 検討 した ，
Tablcl． Pu riLic atio rL Of pla c c ntal al kこIlin c pll O SPhata s c
辺
ml． A L Pの 活 性測 定 と A L P酵素染色
7I
一 部 の 材料で 免疫染色 と酵素染色 の 所見 を比較する
た め ， A L P酵素組織化学的染色を行 な っ た ．
A L P酵素染色 に つ い て は ， P L A Pが 耐熱性で ある
た め ， あ ら か じ め新鮮凍結切片 を ， 650C で 5 分間の加
熱処理 を行 な っ た ． そ の 後 ， こ の 切片 に ， 以 上 に 述べ
る A L P酵素染色反応液 を室温で20分間反応さ せて染
色 し た ． A L P染色反応液 は ， M a s o nら7Iの 方法 に 従
い
， ナ フ ト ー ル A S－ M X リン酸 くSigm aン2m g をジメ
チ ル ホ ル ム ア ミ ドく和光純薬工業10．2ml に 溶解し， さ
ら に ， 0．05 M プロ パ ン ジ オ ー ル 緩衝 液 くSigm aHpH
9．719．8ml を 加 えた ． そ し て ， 使 用時 に ， こ の 溶液に
Fa st Blu e B BくSigm allOm g を添加後 ， 直ち に ろ過
した音容液 を酵素染色用 に 用い た ．
ま た ， 4 － 30％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド グラ ジュ ント
ゲ ル くP ha r m a cial 電気泳動後の A L P酵素染色は ， 中
源 ら剖 の方法 に 準 じ て行 な い ， AL P活性の 測定は， ア
ル カ リ性 フ ォ ス フ ァ K－ テ ス ト ワ コ ー く和光純薬工勤
を 用 い て 行な っ た ．
成 績
工 ． P L A Pの 精製
P L A P各精製段階に お ける成績 を表 1 に 示す ． ブタ
ノ ー ル 処理 後 の ス テ ッ プ と比較 し て ， 最終段階で は，
比活性 は ， 96，311 EAUノm g で ， 精製倍率 は148倍， 回
収 率は15％で あ っ た ．
こ の 精製抗原 を 4－30％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド グラ
ジ ュ ン ト ゲ ル くP ha r m a cial に よ る電気泳動 を行 なう
と ， 蛋白染色帯 と A L P酵素染色の活性帯 は単 一 に 泳
動 さ れ ， 泳動度 は 一 致 し て い た ．
H ． P IJA P単ク ロ ー ン 抗体 の 確 立
1 ． P L A P単ク ロ ー ン 抗体の 性状
細胞融合法 を用 い て 6種類 の ハ イ ブ リ ド
ー マ を選択
Total v olu m e Total protein Total a ctivity Spe cific a ctivity
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した ． 表 2 に は ， 各 組織 よ り精製 し た P L A P， I A P，
U A Pの 3種 の A L Pを抗原 プ レ ー ト に 園相化 し ， 選
択した 6種類 の 単 ク ロ ー ン 抗体 くハ イ ブ リ ド ー マ の 培
姜上手割 と の 反 応 を酵素免疫定量法 くen zym e．1inked
im m u n o SO rbe nt a s s ay， E LIS Al に よ り検討す る と ，
表2 の上段 に 示 す ご と く ， P L A Pに の み特異的 に 反応
する ハ イ ブ リ ド
ー マ は AlOく川 ， A lOく50I， A lOく64ン，
Allく瑚 の 4種類が得 ら れ ， これ ら を特異型くSIと し
た． 一 方 ， 下 段 に 示 す ごと く ， す べ て の 抗原 に共通に
反応する ハ イ ブ リ ド ー マ は G 6く20I， G 8く57Iの 2種類
が得られ ， これ ら を共通型 くCl と命名 した ． ま た ，
Mo n oA bpEI A Kit くZ Y M E D Lab． ， Sa n Fra ncis c o，
ロ．S．Aン を使用 し て ， 抗体の アイ ソ タ イ プ の 検討 を す
る と ， 特異 型 は ， IgGI X ty pe． 共 通 型 は IgM x

















2 ． P L A P単 ク ロ ー ン 抗体 の 特異性
図 1に
，
3種 の AL Pに 対す る特異型 と共通型 の そ
れ ぞれ の培養上清 を用 い た希釈反応の 結果 を示 す ． 特
異型は ， IA P， U A Pに は反 応せ ず， 抗体希釈 に 比 例し
て P L A Pに 特異的に 反応 を示 した ． 一 一 方 ， 共通型は ，
P L A P， I A P， U A Pい ずれ に も共通 に 反応 を示 した ．
3 ． P L A P抗原 の エ ピ ト ー プの性状
P LA P の抗原 エ ピ ト ー プ の 性状 を調 べ る た め に ．
P L A P抗原 プ レ ー トを ， 過 ヨ ウ素軌 リパ ー ゼ ， トリ
プ シ ン を 用 い て 種 々 の 濃 度 で1 5 分間処 理 を し ，
E LIS A法 に よ りそ の反 応性を検討す る と ， 表 3 に 示
す よう に ， 過 ヨ ウ 素酸や リ パ ー ゼ処理 で は ， コ ン ト
ロ ー ル と反 応の 差異を認め な か っ た ． しか し ， ト リ プ
シ ン処理 で は ， コ ン トロ ー ル に 比 べ て反 応は低値 を示
し， さ ら に ， トリ プ シ ン 濃度 の 上昇 に 伴 い ， 反 応の 低
Table2． Re a ctivity o n E LIS Abetw e e n6 clo n es of m o no clo n al a ntibodie sagainst
P L A Pa ndtype s of al kn liephosphata s es
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A 一帖 峨 tCI
2
． どど ど 21 ど ゴ2－2．2．2n 2q2ロブ D 仙Ho n oI M AbくId dI 2． ． ZJ 21 2－ 2りど2－2－2t 2－2－t 2巧 28 2－ 2屯 Dilutio n oI M A b くIoldI
Fig．1． E ffe ct o n s erial dilutio n s of M A bs again st P L A Pくc ulture supe rn at ntlto e a ch
Ofthr e eA L P is o e n zym e sくP L A P 5JL gノmlく書J， I A PlOFL glmlく01， U A P lOJL glml
く口1．
くSl， Spe cific ty pe of M A bsくA lO， A l11again st P L A Po nly re a cted with P L A P． くCl，
Co m m o ntype of M A bsくG 6，G即 again st P L A Pr e a cted equ ally with P L A P， IA P， a nd
U A P．
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下を示 し た ． こ の 成績 よ り ． 本抗体の 認識抗原は ， ペ
プタイ ド で あ ると 考え られ た ．
4 ． P L A P単 ク ロ ー ン 抗体 に よ る A L P活性中心阻
害試験
本抗体が活性中心に 対 す る抗体か否 か を調 べ る目的
で ， 一 定の 抗原量 に 対 して 種 々 の 濃度 に な る よう に 抗
体 を加 え， 4
0
C， 24時間反応 させ た後で P L A P活性
を測定 した が ， 添加抗体量 に 無関係 に ， 酵 素活性 は保
たれ て い た く図21． こ の こ と よ り ， 清性 中心に 対 す る
抗体で はな い と考 え られ た ．
5 ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 くW este rnblot 法1
SD S－ POlya c ryla mide gel electr opho r e si くP A G El
く10％1 に よ る 電気泳動後 の We ster nBlot 法 で は ．
PL A Pの 精 製抗原 は く図 31， 蛋 白 染色 で 分 子 量約
65，000の 単 一 バ ン ドに 泳動 され て お り ， P L A Pの 特異
型抗体 に よ る酵素免疫染色帯 と 一 致 し た ． こ の よう な
方法に て も ， P L A Pに 対 す る単 ク ロ ー ン 抗体で ある こ
とが確認 さ れ た ．
Ill． 免疫組織化学的検討
1 ． パ ラ フ ィ ン切片に お け る P L A P抗庶 の 染色性
に つ い て
分娩時胎盤の 新鮮凍結切片で A L Pの 酵素染色 を試
0 10 2 5 50 100レ止I
PL AP M A bs
Fig． 2． Do s e effe ct of fo u rM A bsくAlOく争1， A ll
く01， G6くbl， G 8く口11again st P L A Pくc ultu re
S upe rn at ntl o n the e n zym atic a ctivity of
P L A P． Fo u rM A bs again st P L A P had n o
effe ct o n the en zym atic a ctivity of P LA P．
T hes e w er e n ot M A bs against the a ctivity
ce nte r ofPLA P．
辺
み る と ， 図4 くAl くBトに 示 す ごと く ， 胎盤栄養膜合胞
細胞 の 原形質膜 に 強 く染色 され た ． 同時 に ， 分娩時胎
盤の パ ラ フ ィ ン切 片で抗 PLA P特異抗体 A lOく101で
免疫染色 を行な う と ， 図 5 くAH 別 に 示 す ごと く ． 同
様 に ， 胎盤栄養膜合胞細胞の 原形質膜 に 強 く明瞭に 染
色 され て い るの が 観察 され た ． 以上 の こ と よ り ， パ ラ
フ ィ ン切 片 に お い て も P L A P抗原性が保存 され てい
る こ とが 確認 され た ． さ ら に ． 胃癌10症例 に お い てパ
ラ フ ィ ン 切 片と 新鮮凍結切片 を同時 に 製作 し ， 免疫染
色像 を比 較す る と ， 染色 パ タ
ー ン や染色率 に ほと んど
善が 認 め られ なか っ た ． こ れ ら の こ と よ り ， 以 下の免
Fig． 3． W e ste rnblotting of pu rified P L A P．
Pu rified P L A Pw a s run o nlO％ S D Spolya cr－
yla mide gel afte r redu ctio n a nd he ating in
S D S． P L A Pa ntigen s s epa r ated by P A GE
w er etr a n sfer red to nitro c ellulo s e she ets． And
they w e r e re a cted with M A bくA lOく川1
again st P L A P fo r EI AくLa n e Al or with
ami do bla ck for pr otein staining くLa n eBl，
r espe ctiv ely． T he s a m e single ba nd w a s
r e c ogniz ed by both EIAa nd protein staining
くM ．W ．65，0 00l． Sta nda rd protein s w er etr e ated
in the s a m a m a n n e r a sP L A PくLa n eCI． The
M ole c ule m a s s m a rke s of sta nda rd proteins
a nd that of P L A Pa r eindic ated to the right
ofthe she et．
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疫組織学的検討 は パ ラ フ ィ ン切片 を用 い て行な っ た ．
なお ， コ ントロ ー ル に は ， 全く染色 を認 めな か っ た ．
2 ． 免疫組織染色像
胃癌で の 染色 パ タ ー ン は癌細胞 の細胞膜 と細胞質が
均 一 に 染色され る い わ ゆる cytopla s mic ty pe で あ る
場合が多く ， 核 は全く染色さ れ なか っ た ． また ， 癌細
胞周囲の毛細血管内皮細胞や問質組織 を含 む非痛組織
に は， 全く 染色 され なか っ た ． 染色範囲 に つ い て は ，
図6くAHBいこ示 した 申分化 型腺管癌 の 組織型 を示 す
胃癌染色例 で は ， 癌組織の ほ ぼ全体が染色 され た も の
も あっ た が ， 多く は ， 図 7 くAH 別に 示 す よ うに ， 癌
組織の 一 部が散在性 に 染色さ れ る場合が多か っ た ． ま
た， 染色の 極性 に つ い て は， 癌細胞質全体 に 均 一 に 染
色され る例 が ほ と ん どで あ っ たが ， 一 部 に は ， 細胞質
に比べ て 相対的 に 腺腱内 に 面 した側 の細胞膜が強く染
色さ れる い わ ゆ る apic altype も み ら れ た く図 7くCll．
Table3－ Re a ctiv e cha nge of E LIS Aafte r




























































































Ea ch v alue w as dete r min ed by the ab－
S O rba n ce at 405n m．
くAう く即
Fig． 4． A L Pe n zym atic staining of fr e sh fr o ze n se ctio n of pla c e nta afterheat tr e atm e ntく65
O
C，
5minl． He at－Stable A L Pe n zym e m olu c ules w er elo c ated in the pla s m a m e mbr a n e of
Syn Cytialtrophobla stsin pla c enta ．
くAJ くX4 01． くBI Highpow er view ofthe a reain Fig． 4 A， くX2001
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また ， 腺腔内分 泌物 に も染色が み られ ， 癌組織 と 同等
の 染色強度 で あ っ た ．
結腸 ． 直腸癌 の染色パ タ ー ン は ， 胃癌 と同様 に ， 癌
細 胞 の 細胞膜 と細胞質 は 染色 さ れ る CytOpla s mic
ty pe で あ り ， 核に は染ま ら な か っ た 一 しか し ， 染色の
極性 に つ い て み る と ， 細胞全体が染色さ れ る が ， 腺腔
に 面し た側の 細胞膜と腺腔内分泌物が よ り強く 染色 さ
れ る 傾向が み ら れた ． しか し ， 癌近傍 の 非癌組織は ．
染色さ れ な か っ た 個 8 仏I く別， 図 9 仏I く即1．
3 ． 病 理組織型別 P L A P発現頻度
11 非癌組織
15例 の 胃腺腰組織 ， 20例の 化生部胃粘膜 ， お よ び癌
近傍の 非癌部粘膜組織 で は ， い ずれ に も P L A P の 明




胃癌107例に お ける P L A P の発現頻度 につ い て ， 病
理 組織型別 に ， 検 討 し た ． 表 4 に示 す ご と く ， 一 般
に ， 染色範囲が 廿や 甘と 広範に 染 ま る も の は少なか っ
た ． 胃癌全体 の 陽性率 は23％ で あ っ た が ， 乳頭腺病
くpapilla ry aden o ca rcin o m a， papト 46％， 高分化型管
状腺病 くw ell diffe r entiated tubula r adeno c ar cin o m－
a， tubl ニ 39％ ， 膠様腺痛 くm u cin o u sade no c arcin o m．
a， m u Clニ38％ と ． 高分化型 と m u cで比較的高い 陽性
率が み ら れ た ． こ れ に 対 し て ， 低 分化腺病 くpoorly
diffe r entiated aden o c a rcin o m a， pO rlで は ， 15％と低
く ， 印環細胞癌 8例で は染色さ れ た も の は認 められ な
か っ た ．
3う 結腸 ． 直腸癌組織
同様 に ， 大腸 ． 直腸癌35例 に お い て P LA Pの 発現
頻度に つ い て 検討 した く表 5ナ． 胃癌 に 比 較 して ， 陽性
Fig． 5． Im m un o staining of pla c e ntal s e ctio n e mbed ded inpa r affin
by M A b AlO く101 again st
P L A P．
Nu clei w e r e c o u nter stain ed with he m ato xylin － PL A Pap pe a r ed cle a rly in t
he pla s m a
m embr a n e ofsyn cytialtrophobla sts in pla c e nta a s sam e a sin Fig． 4■
くAン X40．
くBI H ighpo w e r view ofthe a r e ain Fig－ 5 A■ くX2 001
胃 ． 大腸癌に お け る P L A Pの 発現
寧は11％と低く ， 表に は 示 し て い な い が ， 病理組織塑
別で も有意 な差 はみ と め ら れ な か っ た ■
考 察
ヒ トア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ くA L Pl に は ， 少 な




そ れ ぞ れ小腸型くIA Pl， 胎盤型 くP L A PI， 非特
異型で あ る肝 ． 腎 ． 骨型 くU A PI に 分 け られ る ． こ れ
らの 3つ の アイ ソ ザ イ ム は ， 電気泳動 度 や免疫化学的
性質に よ り 異な っ た ペ プ タイ ド で ある と 考え ら れ て い
る ． 但 し ， IA Pと P L A Pは ， そ れ ぞ れ に 対 す る ポ リ
ク ロ ー ナル 抗体 に 対 し て ， お 互 い に 交差免疫反応 を有
してい る ． 最近 ， P L A P とI A Pの そ れ ぞ れ に 対 す る
c om ple m e nta ry de o xyribo n u cleic a cidくcD N Al ク
くAう
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ロ ー ン を用 い た研究 に より ， UA Pが ， 第1 染色体 上
に 遺伝子座 を持 つ の に 対 して ， P L A Pと I A Pは ， 共
に 第 2染色体長腕遠位末端 の q34－ 37に 遺伝 子 領域
を持 ち ， 極め て 近接 し て い る と 報告さ れ てし1る 別 ． ま
た ， CD N Aバ ク テ リ オ フ ァ ー ジを用 い た解析 に より ，
P L A P と I A Pの ア ミノ 末端39個の ア ミ ノ酸配列 を比
較す る と ， お 互 い に80％に 相同性を有す る こ とが 明 ら
か に され て い る101． こ れ ら の こ と は ， P L A Pと I A P
が ， 遺伝子 発現の う えで ， 極 めて 密接 に 関連 し て い る
こ と を示 唆 し て い る と同時に ． ポリ ク ロ ー ナ ル 抗体で
は両者 が区別 さ れ に く い こ と を別の 面よ り説明 す る も
の で あろ う ．
Fishm a nらl，は1968年 に 気管支肺癌患者の 癌組織中
に P L A Pの 性 質を もつ A L P が産生 され て い る こ と
くB l
Fig． 6． Im m u n o staining of ga stric c a n c erくtub2Jby M A b A lOく1 0l again st P L A P． Nu clei w e r e
C O u nter Stain ed with he m ato xylin．
くAI Alm o st allc a n c e r c ells were stained． How e v er， the n o n－ C a n C er O u S regio n in the lo w er
po rtio n ofthr photogr agh w a sfr e e of staining． くX 401
くBIH ighpo w e r vie w ofthe a r e ain Fig． 6 A． くX2001
T he c ellme mbr a n e a nd cytopla s m of the ga stric c an C er W er eClearly stained e x c ept fo rthe
n u clei． Ho we v er， theinte rstitialtiss u e adja c e nt to c a n c e r c ells w a sfr e e of stain1ng．
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を発見 し， 患者の 名前 をと っ て Rega n アイ ソ ザ イ ム
と命名 した ． さ ら に ． こ の Rega nアイ ソ ザイ ム は ． 免
疫学的に も P LA Pと 異な ら な い こ とが 明 ら か に きれ ，
on c ode v elopm e ntalgen e e xpressio n の 産物 で あ る と
考 えら れ て き た ． そ して ， 卵 巣癌 や 精巣癌な ど で発 現
率が高 い こ と よ り ， 主 に ， 婦人科や 泌 尿器科領域で腫
瘍 マ ー カ ー と して の 有用 性が 評価 され て い る ．
消化器 領域で も ， Rega n ア イ ソ ザ イ ム の ほ か に ，
W a rn o ck
11
の V a ria nt A L P， H iga shin o ら
12I の
Ka s ahara ア イ ソ ザ イ ム ， Nakaya m aら
1 3，の Nag－
a 。 アイ ソ ザイ ム な どい く つ か の 癌 性 A L P の報告も
な さ れ てき た ． しか し ． 消化器領域 の 癌患者血清で の
癌性 A L Pの 出現率 は ， い ず れ も10％以 下 で そ の臨床
的意義は乏し い とさ れ て い る
2－
．
一 方 ， 197 6 年M ikiら
封 は ， 2 3例 の 胃癌組織中 の
A L P を抽出し ， 主 と し て 電気泳動 に よ る 分析 を行
な っ た と こ ろ ， 23例 中8例く35％1 に 胎盤型 が 出現 し ．
胃癌細胞 に よ る P L A P の産生 を示 唆 す る 報告 を行
な っ た ． ま た 一 Ka w a s ak i ら
14，は ， 精製 P L A Pを ウ サ
辺
ギ に 免疫 して 得 た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た 蛍光抗
体法に よ り ， 胃 ． 直腸癌 の 免疫組織学的検討 を行な っ
た と こ ろ ， 腸上 皮 化生 部 で は ， 蛍光 を 認 め な か っ た
が ， 胃 一 直腸癌 で 蛍光 を認 めた も の が 少数に 認 められ
た と報告 し て い る ．
しか し
，
先述 した ご と く ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体で は，
P L A P と工A P の間に 交差免疫反応性 を有 す るも の し
か 得 られ ず ， こ の よう な抗体 を用 い た 免疫学的検討で
は ， 常 に I A P との 異 同が 問題 に な り ， P L A Pの発現
に 関し て 正確 な評価 が で き て い な い ． そ こで ， 筆者は
P L A P を独自に 精製 し， ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を用 い て，
P L A Pに 特異的 な単 ク ロ ー ン 抗体 を作製 し ． この 抗体
を用 い て ． 多数 の 胃 ， 結腸 ． 直腸癌 に つ い て免疫組織
染色を試 み ， 消化管癌 に お け る P L A Pの 発現 に つ い
て 明ら か に しよ う と した ． い ま ま で に ， こう した特異
的な単 ク ロ ー ン 抗体 を用 い た 消化管癌の免疫組織学的
研究 は筆者の検索 し た か ぎりで はみ られ て い な い ．
P L A Pに 対す る単ク ロ ー ン抗体 は ， 既 に 6種類ほど
報告さ れ て い る
15－

























胃 ． 大腸癌 に お ける P L A Pの 発現
立さ れ てお り ， 泌尿器科 や婦人科領域 な どで血 清中の
P LA P の測定に も利用 され て い る ． 1984年 に Tr ave－
rsら
16，に よ り確立さ れ た抗 P L A P単ク ロ ー ン抗体 で
あるH 17E 2抗体 は ． マ ウ ス IgGl 抗体 で ， P L A P のみ
ならず， 耐熱性で L－ ロ イ シ ン感受性であ る P L A P
－1ike
A L PくNaga o アイ ソザ イ ム1 に も 反応 す る が ， I A P，
U AP と は反応 し な い ． こ れ を用 い た ア ツ セ イ に よ る
くCJ
Fig．7． Im m u n o staining of ga stric c a n c er sby
M A bA lOく10l again st P L A P． Nu clei w e r e
C Ou nte rStained with he m ato xylin ．
くAJ T he cytopla s m． stain ed c a n c e r c ells くporl
W er e S C atte r ed spa r s ely． Ho w e v e r， the inter
．
Stitialtiss u e adja c e nt to c a n c e r c ells w asfree
Ofstaining． くX2001
くBIAn other c a s e of ga stric can c e rくpo rl als o
Sho w ed that the cytopla s m－ Stain ed c a n c e r
C ells w e r e s c attered spa rsely． くX 2001
くCI T his c a se of ga stric c a n c erくtuba sho w ed
that thelu min al su rfa c e ofgra ndula r n e oplas－
tic epitheliu m w a s stain ed m o r e stro ngly than
the cytopla s m of c a n c e r c ells． くX201 くPOr．
po o rly differ e ntiated tubula r ade n o c arcinom aこ
tub2， m Oder ataly differ e ntia r ed tubula r aden o
．
C a rCin o m al．
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血清測定で は ， 精巣癌で88％， 奇形腫 で33％と 高い 陽
性率が報告さ れ て い るt
7－
． ま た
， Job11S O nら
畑 に よ り確
立 さ れた 抗 P L A P単 ク ロ ー ン抗体 で あ る H 317抗体
は ， マ ウ ス IgGL抗体 で ， P L A Pに の み反 応 し ， I A P，
U A P と は全 く反 応し なしユ抗体で あ り ， こ れ を用 い た
ア ッ セ イ 系に よ る血清測定で は ， 卵巣癌35％， 子宮頸
癌25％と の 陽性率の 成績 も報告さ れ て い る
19I
． しか し，
同じ ア ッ セ イ 系 を用 い た 消化管癌患者に お ける 血清測
定 で は ， 食道癌 5例 ． 胃癌10例 ， 大腸癌13例の す べ て
が陰性で あ っ た と報告さ れ て い る 抑 ．
今 回 ， 筆 者の 作製 した抗 P L A P単ク ロ ー ン 抗体 は ，
P L A Pの み に 特異的 に 反 応 す る特異型 と し て ， A lO
く101， A lOく501， A lOく641， All く94I の 4 種 類 と
PL AP，I A P， UA Pに 共通 し て反 応す る共通型 と し て ，
G 6く20I， G8く571の 2種類 が確立さ れ た ． 特異型 は ， マ
ウ ス IgG．， X ty pe で あ り ． 共通型は ． マ ウ ス IgM x
ty pe で あ っ た ． これ ら す べ ての 抗体 は ， A L Pの 活性
中心 に 対 して影 響 を与 えず， ま た ， 抗原の エ ピ ト ー プ
は ， ペ プタ イ ドで ある と考え ら れる ．
前述 した よ う に ， こ れま で に 確立さ れ た P L A P単
ク ロ ー ン 抗体に は ， Rega nアイ ソ ザイ ム の み と 反応 す
る H 317抗体18や
，
Rega n と Naga oアイ ソザ イ ム に
共通 に 反 応す るH 17E 2抗体16Iも報告さ れ て い る ．
筆者 の 作成 し た P L A Pに 対す る特異型抗体 A lO
く101 を用 い たイ ム ノ ブ ロ ッ ト法 に よ る 免疫染色帯 が
P L A P の蛋白染色帯 と 一 致し ． 同様 に 免疫組織染色 に
お い て も
，
P L A Pの 存在し てい る 胎盤の 栄養膜合胞細
胞の 原形質膜 に 明 瞭 に 染色さ れ た こ と よ り ． 本 抗体
は ， Rega nアイ ソ ザイ ム を抗原 と して 認識 して い る と
考え られ る ． 一 方 ， Naga oアイ ソ ザ イ ム を抗原 と して
認識 する か 否か に つ い て は ， 現 在検討中で ある ．
P L A P を免疫原と して作製 した単 ク ロ ー ン抗体 に ，
P L A Pの 特 異塾の み な らず ， い ずれ の ALPに も反 応
す る共通 型 も 得ら れ た ． その 認識抗原 は ， い ず れ も ぺ
プタイ ドで あ り ， さ ら に A L P活性中心 に 対す る抗体
で は な い こ と か ら ， A L Pの アイ ソ ザイ ム に は ． 活 性
中心 以外 に ， 共通に エ ピ ト ー プ とし て 認識さ れ る ペ プ
タ イ ドの 存在が 示 唆さ れ ， 系統発生の 面か ら も 興 味深
い と 考え られ る ．





Cの パ ラ フ ィ ン 槽で ， パ ラ フ ィ ン 包埋 を
行 な い ， 薄切 切 片 を 作成 し た ． 一 方 ， 用 い た 抗
P L A P単 ク ロ ー ン 抗体は ペ プタ イ ド を認識す る の で ，
ホ ル マ リ ン 固定後の パ ラ フ ィ ン切 片 で は ， 抗原 が保持
さ れ る かが 問題 に な る ． し か し ， P L A P は， 別名 ， 耐
熱性 A L P とい わ れ る位 で ． 65
O
Cの 熱 に も影 響 を受 け
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な い と され て い る ． 実際 に ． 陽性対照 と し た胎盤組織
パ ラ フ ィ ン切 片の 免疫組織染色で は ． 図 5 くAl く別 に
み ら れ る よ う に ． 栄 養 膜合胞細 胞 の 原 形 質膜 に
P L A P が明瞭 に 染色き れ た ． さ ら に ． 胃癌1 0症例 に つ
い て ． 凍結切 片と パ ラ フ ィ ン 切 片 を作製 し ， 免疫組織
染色 に て比較検討し た と こ ろ ， 染色 パ タ ー ン と染色率
に ほ と ん ど差 を認 め な か っ た ． 以 上 の こ と よ り ．
P L A Pの 検討 に は ， あ え て凍結切片を 用 い る 必要 は な
く
，
パ ラ フ ィ ン 切 片 を用 い た検 討で 十分で あ る と 考え
られ る ．
胃 ． 結腸 ． 直腸癌と も に P L A Pの 染色パ タ ー ン は ．
一 部 に ， 腺睦内に 画 し た側の 細胞膜が相対的 に 強く 染
色され る もの も み ら れ たが ． 核 を除 く細胞膜 ． 細胞質
辺
全体が染色 され る CytOpla s mic ty pe で あ っ た ． こ の
よ う に
， 抗 P L A P単 ク ロ ー ン 抗体 に よ る免疫組織化
学的検索で は ， P L A P抗原 の 局在 は癌細胞の 細胞膜と
同時 に 癌細胞の 細胞質 に も P L A P が び慢性 に 存在す
る こ と が示 され た ．
腸上 皮化生 は ． 胃癌 の 前癌状態 で は な い か とい う こ
と は ， か な り以 前よ り 指摘 さ れ て い るが ， な お 議論の
多い と こ ろで あ る ． 病理 形態学的に は ， 胃の 分化型腺
癌組織 に は ， 腸 上 皮化生粘膜 に み られ る goblet細胞，
Pa n eth 細 胞類似の 癌細胞が しば しば 出現 し ． ま た癌
組織 に 接 し て腸上皮化生 が高頻度 に 存在 して い る
211
．
疫 学的 に も ， 腸 上 皮化生 の 頻度 と早期胃痛の 分化型の
占め る割合が年齢と平行 して極 め て 高 い 相関 で増加す
ぐAう ほう
Fig． 8． lmm u n o staining of colo n c a n c e rくMIDlby M A b AlOuOl again st P L A P． Nu c
lei w er e
c o u nte rstain ed with hem ato xylin ．
くAI T he benign tissu e adja c e nt to the c a n c e r o u slesio n w a sfr e e of staining． くX 401
くBI Highpow er vie w ofthe a r a ein Fig．8 A－ くX2001
T he c ell m e mbr a n e a nd cytopla s m ofthe c olo n c a n c e r w e re cle a rly stain ed e x c ept fo rthe
nuclei． Espe cially，1u min al su rfa c e of gr a ndula r n e opla stic ep
itheliu m a nd s e c reto ry substan c e
in the lu m e n w e re str o ngly stain ed．
くMID， m Ode r ately diffe r e ntiated ade noc a rc o n o m al
胃 ． 大腸癌 に お け る P L A Pの 発現 51 9
くA l くBI
Fig．－9． lm muno staining of a n othe r c ol n c a n c erくM I DIby M A b AlOり01against P L A P．
Lumin al surfa ce of grandula r n e opla stic epitheliu m a nd s e cr eto ry s ubsta n c ein thelu m e n w e r e
Stain ed m o re strongly than the cytopla sm of c olo n c a n c e r c ells． Nu clei w e re c o u nter stain ed
With he m ato xylin ．
くAI x2 00
くBJ Highpo w er vie w ofthe a r e ain Fig9 A． くX 4OOl
くMJ
I
D， m Ode r ately diffe r e ntiated ade n o c a r c o n o m al
Table4． Pre v ale n c e of P L A P in e a ch pathological ty pe of gastric c a n c er s with
im m u n ohisto che mic alstaining
Negativ e Po sitive












































































































Total lO 7 8 2 18 5 2 25ハ07 く23％つ
＋， く1ノ3ニ 廿， 1ノ3く く2ノ3 ト軋 2ノ3 く
くpap， papilla ry ade n o c a r cin o m aこtub l， W e11 diffe re ntiated tubula r ade n o c ar cin o m aこ
tub 2， m Ode r ately diffe re ntiated tubla r ade n o c a r cin o m aこ pO r， pO O rly differ e ntiated
ade n o c a r cin o m aこ m u C， m u Cin o u s ade n o c arcin o m a ニ Sig， Sign eトring c ellc ar cin o m al
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Table5， Pr ev ale n c e of P L A P in c olor e ctal ca n c er swi th im mu n ohisto che mic al
Staining
Negativ e Positive
Histolog y No ．
＋ 甘 廿
In cide n c e
colo n c a， 22 20 2 0 0 2ノ22 く9％つ
Re ctal c a． 13 11 2 0 0 2ハ3 く15％つ
Tota1 35 31 4 0 0 4ノ35 く11％う
十 く1ノ3こ 廿 ， 1ノ3く く2ノ3こ 冊2ノ3く
る こ と が 指摘さ れ て い る
忽l
． さ ら に ， 実験 的 に も ラ ッ
ト に 化学発癌物質 で あ る N一 プ ロ ピ ル ーN
，
ニ ト ロ ーN ニ
ト ロ ソ グア ニ ジ ン を経口 投与 す る こ と に よ り ， 腸上 皮
化生 と分化型腺癌 を作製す る こ と が可能 で あ る
細
． こ
の 際 ． 腸上 皮化生 は ， 分化型腺病 に 先行 して 出現 す る
と さ れて い る
叫
． こ の よ う に ， 様々 の 面か ら 胃 の 腸上
皮化生と分化型腺癌 は密接な関係 を有す る こ と が 指摘
さ れ て い る ．
と こ ろ で ． 腸上 皮化生 を起 こ し た 部分の 胃粘膜 に
は ， 酵素化学的 に A L P活性が高く ， その 活性は ， 小
腸塾 A L Pに 由来する と され て き た
卿
． また ， 腸上皮化
生は ， 酵素活性と形態の面か ら， 完全型 と 不完全型 に
区別さ れ てい る ． 完全型腸上皮化生は ， シ ョ 糖 分解酵
素 ， トレ ハ ラ ー ゼ ， ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー ゼ
，
A LP 活性 を示 し ． 粘液性状 も小腸上皮 と同
一 で あ り ，
杯細胞 ， Pa n eth細胞 を有 して い る ． 一 九 不完全塑腸
上皮化生は ， ト レ ハ ラ ー ゼ ， A L P活性 を示 さ ず ， 粘液
性状 も小 腸上 皮と異 な り ， Pa n eth 細 胞も 乏 しい
26，
． こ
の どち らの 型に ， よ り悪性化の ポ テ ン シ ャ ル が高 い か
に 関 し て は ， 今 な お 議 論 の 多 い と こ ろ で あ る ■
M ats uku r aら2nは ． 微小胃癌の周辺 に は ， 不完全型腸
上皮化生が多く みら れ た こ と か ら ， 不 完全型 で 悪 性化
の ポ テ ン シ ャ ル の 高 い こ と を 推定 し て い る ． 一 方 で
は
， 不 完全型の多い 若年齢層に は ， 胃癌 の発生率が ，
加齢 に よ り完全型 の 多く な る 高年齢層 に 比較 して 少な
い と い う こ と も 事実で あ る ． また ， 森 ら
叫
は ． 完全型
腸上皮化生の な か に は ， し ば し ば部分的 A L P活性の
な い 部位が 認 め られ ， こ の 部位 に 限っ て腫瘍 マ ー カ
ー
の ひと つ で あ る C arCin o e mbryo nic a ntigenくCE AJの
発現が強く認 め られ る こ と に よ り ， 完 全型 よ り不完全
型 へ の 転換が癌化の過程と して 重要で あ る と推論 し て
い る ． し か し ， 腸上皮化生の 不 完全型か ら 完全型 へ の
移行や ト 逆 に 完全型か ら不 完全型 へ の 転換 が ， どの く
らい の頻度で ， どの よう に 起 こ る か は ， 現在の と こ ろ
解明さ れ て い な い ．
今回 の筆者の成績で は ， 腸上 皮化生部 や固有胃粘膜
部あ る い は胃腺魔の組織で は ， P L A Pは 全く発現して
い な か っ た ． こ の こ と は ， 腸上 皮化生の 完全型で活性
を有 す る A L Pは小腸型 A L P で あ るこ とを 支持する
と 同時に ， 完全 型 ． 不完 全型 を問 わず腸 上皮化生で
は ， P L A Pの 発 現 して い な い こ と を示 唆 して おり ， 消
化管 に お ける P L A Pの 発現は癌特異性が高い と考えら
れ る ．
分化度 に つ い て は ， M ik iら
御 は ， 電気泳動法に よ
る分析 を も と に ， 胃癌 に お け る高分化型と低分化型に
つ い て検討 した と こ ろ ， 両者間で P LA Pの 出現頻度
に 差 が み ら れ な か っ た と報告 し て い る ． しか し， 筆者
の抗 P L A P単ク ロ ー ン抗体 を用 い た免疫組織化学的
検討で は ， 胃癌 の病 理組織型別 の P L A Pの 発現頻度
は ， 乳頭腺病 で46％く6ハ31， 高分化型管状腺病で39％
く7ハ81 で ある の に 対 し， 低分化腺病で15％く5ノ3封， 印
環細胞癌 で 0％く0ノ引 と低分化型に 比較 して ， 高分化
型 で は明 ら か に 高率 で あ っ た ． また ， 高分化型腺病と
同 じく腸上皮化生を母地 と し て発生 す る と考 えられて
い る 膠様腺病 で も ， 38％ く3ノ81 と比較的高 い 発現率を
示 した ． 一 方 ， 前述 した よ う に ， 最近の 分子 遺伝学的
研究 に よ り ， P L A P と 王A P と は， 分子 構造 に お いて
類似 し て い るだ け で な く ， 遺伝 子発現の う え で も ， 極




の よ う な こ と を 合 わ せ て 考 え る と ， 高 分化型胃癌で
P L A Pの 発現の 高い こ と は ， 固有胃粘膜 の 腸上皮化生
に よ り 誘導さ れ た小腸型 A L P が． 腸上 皮化生の 癌化
に 伴う 遺伝 子 の 調節機構 の 異常 に よ り ， O n C Ode v elop－
m e ntal ge n e e xpr e ssio n と して の 形質転換 をき たし ，
P L A P が発現 す る よ う に な る 場合の 多 い こ と を示唆
し て い る よう に 思わ れ る ． 同時 に こ の こ と は ， 胃粘膜
の 腸上 皮化生 と高分化型胃癌と の 関連性 の 強い こ とを
別 の 面 か ら支持 す る もの で あ ろう ．
結腸 ． 直腸癌 に お け る P L A Pの 出現頻度 は11％く4
ノ3引 と ， 胃癌 に 比 較 し て低 く ， 胃癌の 約1ノ2 の出現頻
胃 ． 大腸癌 に お け る P L A Pの 発現
度であ っ た が ， 腸上 皮化生 との 関連 が乏 しい 低分化型
胃癌く低分化腺癌 ， 印環細胞才割 に お け る頻度12％く5ノ
相 と ， ほ ぼ同率 で あ っ た ． ま た ， 結腸 ． 直腸癌 の 病理
組織型別 に 比 較 して も 発現率 に 差が み ら れ ず ， 三 木
ら
かI の電気泳動 を 主 体 と し た検討 で も ， 大 腸癌 で の
P LA P の発現率 は14 ％く2ハ41 と ， ほ ぼ 同等 の 結果 が
報告さ れ て い る －
一 方 ， 正常大腸粘膜中 に は ， 通常，
活性は弱い が ， 小 腸塑 A L Pが存在す る とい わ れ て い
る ． しか し ， 大腸癌の 前癌性病変 とも い わ れ る 大腸ポ
リ ー プや潰瘍性大腸炎で は ， 胃の 腸上 皮化生の場合に
みられ る よ う な A L P活性 の 上 昇 は 認 め ら れ て い な
い諏l． この よ う に
，
大腸 に は本来小腸型 A L P活性 は存
在するが ， 胃の腸 上皮化生の よ う な A L P活性 の 誘導
さ れる よう な病変は な い よう で ある ． こ の よ う な こ と
が， 大腸癌 に お け る P L A Pの 出現頻度 が胃痛 に 比 較
して低い 背景 に な っ て い る よう に 思 わ れ る ．
結 論
癌性アイ ソ ザイ ム の 一 つ で あ る P L A Pに 対 し て ，
ハ イ ブリ ド
ー マ 法 に よ り
， 特異的 な単 ク ロ ー ン 抗体 を
作製し ， こ の 抗体 を用 い た免疫組織染色 に て ， 胃 ， 結
腸 ． 直腸癌に お け る P L A Pの 発現 に つ い て 検討 し ，
以下の成績 を得た ．
1 ． 得ら れ た単 ク ロ ー ン 抗体 は ， P L A P のみ に 特異
的に 反応す る 4種類 の 特異 型 くA l Oく1 0I， A lOく501，
AlOく641， A llく941I と PL A P，IA P， U A Pの す べ て に
反応す る 2種類の 共 通型くG6く201，G 8く571I に 分 けら れ
た ． 特異型 の ア イ ソ タイ プ は ， IgGl， X ty pe で ， 共通
型の それ は ， IgM ． x ty pe で あ っ た ． 共 に ■活性中心
に対し て影 響を与 え ず認識抗原の エ ピ ト ー プ は ， ペ プ
タイ ド であ る と 考え ら れ た ．
2 ． 抗 P L A P単 ク ロ ー ン 抗体特異型 を 用 い た 免疫
組織化学的検討で は ， 胃癌 は23％く25ハ07I に 陽性で ，
病理組織型 別で は ． pap 46％く61131， tub13 9％く711軋
m u c38％く31 即と ， 高分化型 と m u cに 比 較的高い 陽
性率を認め た ． 結腸 ． 直腸癌 は ． 11％ く4ノ3 引 と低 い 陽
性率で ， 病理 組織型 別 で は差は認 め ら れ な か っ た ．
3 ． 胃腺腫 ， 腸 上皮化生部 ， 癌近傍非癌部 に は明 ら
かな染色が み ら れ ず， 消化管 に お け る P L A Pの 発 現
は癌特異性が高い と考 え られ た ．
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Expressio n of Hu m a nPlac ental Alkalin eP ho BPhata Bein GaBtric and Color e ctal
Cancer8こ An Im m u n ohisto che mic al Study lJsirLg M on o clonal Antibody H iroyuki
W at an abe， D epa rtm e nt of Inte r n al Medicine， Ca n c e rRe s ear ch In stitute， School of
Medicine， K anaza w aUniversity， Ka naza w a9 20
－ J． Ju z e nMed． So c． ， 98， 5 07q 52 3く1 9 891
Key w ords placentalal kalin ephosphata se， m On OClo nal a ntibody， im m u nohistochemis －
try， ga Stric c a nc er， C Olo r e ctal c a n c er
A bstr a ct
T he present s tudy w asu ndertake n t o elu cida te the e xperssio n of hum an plac e nt al
alkalin epho sphata s ein gastric a nd c olo r e ctal c a n c e r s． T he m o n o clo nal a nti bodies くM abl
agains thu m a npla c e ntal alkaline phospha tas eくP L A PI w e r ede v eloped usingthe hybrido m a
te chnique． Fo u r spe cific typesくA 1 0く10l， A l Oく501， A l Oく6 41， a nd A llく9 41， Which
r eacted only with P L A Pa nd tw o c om mon ty pes くG6く2 01 a nd G 8く5711which rea cted
equally with isozym e s of alkalin e pho sphata s eく1iv e r， inte stin e， a nd pla c e ntal， W e r e
obtain ed ． T he is oty pe oL allspe cific type s w as IgG．， JC type a nd that of c o m m o ntype s
w asIgM ， JC ty pe． T he epltOPe Of P L A Pw a sr egarded a sa peptide ． Neither of thes ehad
efEe ct o n the a ctivity c e nte r of P L A P． Using the speciLic type of M ab くA 1 0く101l， the
im m u nohisto che mic al e xpr es sion of P LAP w as exa mined m ainly with s u rgic al m aterials of
gastric c ancerく10 7c asesl and c olorectal c ance rく3 5case sl using the avidin －biotin －pe rO Xid－
a s e c om plex くABCl te chniqu e． The incidenc e of P L A Ppo sitivity w as1 1％ く4J
，
3 51 in
c oIo re ctal c a n c e r， 2 3％ く2 5Jl1 0 71in gastric can c erニ histologica11y， 46 ％く6J131in papilla ry
adeno c arcin oma， 3 9％ く7J1 81in w elldiffer en tiated tubular ade no c a rcin om a， 1 5％ く4ノ2 71in
m ode r ately diffe re ntiated tubular ade n o c a r cino ma， 1 5 ％く5ノ331 in po orly differentiated
ade nocarcino m a， a nd O ％く0ノ81in signet－ ring ce11carcin om a ． Highly diffe r e ntiated ty pes
of gastric c a n c e rhad high P L A Ppositivity． On the other ha nd， ga Stric ade n o m a，
intestinal m etaplasia， and non －C anC e r OuS tis s u es adja c e nt t o c a nc e r o u sle sio n s were fr e e of
st aining． T hese r e sultsindic ate thatP L A Pis apt to o c c u rin welldifEer e ntiated grades of
ga stric c anc er and thatitis highly spe cific for c an c er．
